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要旨 
【背景】 
真核生物のゲノム DNA は様々なタンパク質とともにクロマチンを形成して
いる。このクロマチンの最小単位であるヌクレオソームは、ヒストン (H3-H4)2
四量体と2つのヒストンH2A-H2B二量体にDNAが巻きついた構造をとってい
る。DNA 複製などの DNA 介在反応をヌクレオソームは負に制御し、必要に応
じてヌクレオソームの崩壊・再構築が起る。このようなヌクレオソーム構造の
変換にはヒストン修飾酵素、リモデリング因子、ヒストンシャペロンなどが関
与している。DNA 複製においては、複製フォークの進行とともにヌクレオソー
ム構造が崩壊し、DNA 合成後の娘鎖にそれが再構成される。このとき、親鎖で
ヌクレオソームの構築に利用されていたヒストンが娘鎖で再利用されることが
示されている。しかし、その分子機構はほとんど明らかにされていない。親鎖
ヒストンの娘鎖への再分配機構はヒストンの修飾状態やクロマチン構造の継承、
すなわちエピジェネティックな情報の伝達の理解に重要である。本研究は、ヒ
ストン再分配機構の解明を目的とし、複製因子のヒストン結合について解析し
た。 
 
【結果および考察】 
1、ヒストンの二本鎖、一本鎖 DNA に対する親和性 
 複製フォークの進行とともに崩壊した親鎖ヌクレオソーム由来のヒストンが
娘鎖に再利用されるために、ヒストンは常に DNA の近傍に存在している可能性
がある。そこで、二本鎖 DNA (複製前の親鎖) および一本鎖 DNA (新生鎖の合
成のための鋳型鎖) とヒストンとの親和性を調べることにした。その結果、ヒス
トンの一本鎖 DNA に対する親和性は、二本鎖 DNA に対するそれより弱かった。
これは、親鎖ヒストンそれ自身のみでは複製フォーク上の一本鎖 DNA に安定し
て結合できないことを示唆している。そこで次に、親鎖由来のヒストンがタン
パク質を介して複製フォークに保持される可能性を追求することにした。 
 
2、Cdc45 とヒストン間の相互作用解析 
 Mcm2~7 ヘリカーゼとヒストン H3-H4 は細胞内で相互作用する。しかし
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Mcm 複合体はフォークの進行に伴い、次々とヌクレオソームに遭遇するため、
Mcm複合体が保持している親鎖ヒストンは他のタンパク質に受け渡されるので
はないかと考えた。Cdc45 は複製に必須な因子で、Mcm 複合体および GINS と
CMG 複合体を形成し、複製フォークの進行に関わっている。そこで、Cdc45 が
ヒストンの受け手の候補と考えた。予想通り、組換え Cdc45 タンパク質はヒス
トン H3-H4 と選択的に相互作用した。さらに Cdc45 が試験管内でヌクレオソ
ーム構造を形成する活性を有する可能性も示された。以上より、Cdc45 が複製
複合体内の新たなヒストン保持因子である可能性が考えられた。 
 
3、出芽酵母を用いた CDC45 変異体の解析 
 Cdc45-ヒストン H3-H4 の結合の生理的な意義を解明するために、出芽酵母を
用いた遺伝学的な解析を行った。Cdc45 のヒストンとの結合ドメインである酸
性領域およびそのN末のアラニン置換体 (3アミノ酸連続；cdc45 121-123 AAA, 
126-128 AAA, 133-135 AAA) は致死であった。しかし、これらのアラニン置換
は試験管内でのヒストンとの結合能に大きな影響を与えることはなかった。 
 次に、cdc45 121-123, 126-128, 133-135 a.a.を 1 アミノ酸ずつアラニン置換
した変異体を作製し、温度感受性を示す 6 個の変異体を得た。このうち
cdc45-P128A 変異体は非許容温度下でクロマチンに結合できなくなることを見
いだした。Cdc45 が機能する前の過程でクロマチンにリクルートされる Mcm
は cdc45-P128A 変異体でクロマチン上に検出されたが、Cdc45 の結合以降 (同
時を含む) の素過程に関わる GINS や DNA ポリメラーゼのクロマチン結合は
低下した。これは、P128A 変異により Cdc45 がクロマチンに結合しにくくなる
ことが温度感受性の直接の原因と予想された。このことは、Cdc45 P128A を過
剰発現させると、その変異タンパク質はクロマチンに結合できるようになり、
それに付随して温度感受性が相補されたことからも支持された。 
 
 本研究から、Cdc45 がヒストン H3-H4 と結合する新たなヒストンシャペロン
である可能性が示された。Cdc45 のヒストン結合ドメイン内のアミノ酸残基が、
Cdc45 のクロマチン結合に必要であり、Cdc45 が CMG 複合体を形成しクロマ
チンに結合する際、そのヒストン結合能が有利に機能する可能性が示唆された。
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第 1 章 序論 
 
第 1 節 本研究の目的 
 DNA 配列の変化を伴わない遺伝現象として、エピジェネティクスが知られて
いる。エピジェネティクな情報は DNA の化学修飾や、DNA に結合している塩
基性タンパク質であるヒストンの翻訳後修飾などを介して親細胞から娘細胞に
継承されると考えられている。 
 ヒストンはヌクレオソーム (第 2 節) の構成単位であるため、親鎖ヌクレオソ
ームが DNA 複製 (第 3 節) の過程で解体され、親鎖由来のヒストンが娘鎖にヌ
クレオソームとして再形成される必要がある。しかし、親鎖ヒストンの娘鎖へ
の分配機構のモデルは提唱されている (第 4 節) ものの、実際にはその機構は未
だほとんど解明されていない。 
 複製フォークが進行すると約 200 塩基対ごとにヌクレオソームに遭遇する
(第 2~4 節)。そのヌクレオソームの解体には、ヌクレオソームの形成に寄与する
ことが知られているヒストンシャペロンが関わる可能性がある (第 5 節)。私は、
それに加えて複製に関わるタンパク質自身がヒストンと結合あるいはヒストン
シャペロン活性を持っているのではないかと考えた。 
 親鎖ヒストンの娘鎖への再分配機構はヒストンの修飾状態やクロマチン構造
の継承、すなわちエピジェネティックな情報の伝達の理解に重要である。そこ
で、本研究は上記の仮説に基づき、複製タンパク質の中でヒストンに結合する
ものを生化学的に探索し、さらにそのタンパク質の機能を出芽酵母の遺伝学 (第
6 節) を用いて解明することを目指した。 
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第 2 節 ヌクレオソーム 
 真核生物では、DNA がヌクレオソームと呼ばれる折りたたまれた構造をとる
ことにより、膨大な遺伝情報を核内に収納している。ヌクレオソームは、塩基
性タンパク質であるヒストン (H3-H4)2四量体と2つのヒストンH2A-H2B二量
体からなるヒストン八量体に 146塩基対のDNAが 1周と 3/4回転巻きついた構
造をとっている (Fig. 1-1) (Luger, K et al., 1997)。 
 
 
 
ヒストンはその一次構造が高度に保存されている。それは、ヒストンとヒス
トンの結合、およびヒストンと DNA の結合、さらにはヌクレオソームの表面と
そこにアクセスするクロマチン因子と相互作用に、ほとんど全てのアミノ酸残
基が関与するため、アミノ酸が変化する余地がなかったものと考えられる。 
ヌクレオソーム構造中の DNA は高度に折りたたまれ、DNA 介在反応が負に
制御されている。そのため、DNA 複製や転写などの DNA 介在反応の際にはそ
れぞれに適した構造に変化する必要がある。このようなヌクレオソーム構造変
換に、ヒストン修飾酵素、リモデリング因子、ヒストンシャペロン (第 5 節) な
どが関与していると考えられている。DNA 複製においては、複製フォークの進
行とともにヌクレオソームは崩壊し、DNA 合成後の娘鎖にそれが再構成される。 
Fig. 1-1 ヌクレオソーム構
造 
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第 3 節 DNA 複製 
 細胞は分裂することにより増殖するが、この細胞分裂の前提として DNA 複製
による DNA の倍化が必要である。DNA 複製過程には一回の細胞周期で複製が
一度しか起こらないことを保証するライセンス化機構、複製中に生じたミスな
どを解消するまでの時間をかせぐチェックポイント機構などの様々な機構が存
在するが、ここでは特に DNA 複製開始と伸長について述べる。 
 DNA 複製機構は出芽酵母の遺伝学的解析や、SV (simian virus) 40 ウイルス
DNA を用いた複製系やアフリカツメガエル卵抽出液を用いた無細胞実験系に
よる生化学的な解析により明らかにされてきた。DNA 複製の開始は DNA 複製
開始点に Orc が結合し、次いで Cdc6 と Cdt1 が結合する。さらに Cdc6 と Cdt1
を介して Mcm2~7 複合体が結合することにより pre-RC が形成される (Bell 
and Dutta, 2002)。 
 
 
 Cdk によって Cdc6 がリン酸化されユビキチン依存性プロテアソーム系で分
解され、S 期移行シグナルとなる。これに Cdc7/Dbf4 キナーゼ複合体が取り込
まれ、Mcm 複合体をリン酸化し、Mcm 自身が有している DNA ヘリカーゼ活性
Fig. 1-2 DNA 複製フォーク 
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を顕在化させる (Lei and Tye 2001)。さらに Cdc45, GINS がクロマチンに結合
する。これが第 2 のシグナルとなり DNA ポリメラーゼ群を複製開始点にリクル
ートして DNA 合成が始まる (Walter and Newport 2000)。その後、新生 DNA
の伸長はFig. 1-2に示したDNA複製フォークの進行にカップルして DNAポリ
メラーゼによって行なわれる。 
 
第 4 節 DNA 複製時のヒストン再分配モデル 
DNA 複製により DNA が倍化するとき、ヒストンも倍化する。これまでに細
胞レベルの実験から、親鎖上でヌクレオソーム構造を形成するのに利用されて
いた親鎖ヒストンが娘鎖でも再利用されることが明らかにされている 
(Jackson 1987)。つまり、2 本の娘鎖では親鎖に存在していたヒストンに加え、
新規に合成されたヒストンによりヌクレオソーム構造を形成していることにな
る。このときのヒストン H3-H4 の挙動についてのモデルを紹介する。 
ひとつめは「ランダムモデル」である (Fig. 1-3 左)。このモデルでは、親鎖
上のヒストンがランダムに一方の娘鎖に分配される。しかしこのモデルでは、
親鎖由来のヒストンと新規合成ヒストンが独立してしまうためヒストンの化学 
修飾を主体としたエピジェネティックな情報の伝達機構が説明できない。 
これに対し、ヒストンシャペロン群 CAF-1, Asf1  (第 5 節)  などの活性を考
慮した結果、新たに「ヒストン半保存分配モデル」が提唱された (Fig. 1-3 右) 
(Tagami et al., 2004; Natsume et al., 2007)。このモデルでは、DNA 複製後、
親鎖上のヒストン (H3-H4)2四量体が H3-H4 二量体として 2 本の娘鎖に等しく
分配され、娘鎖では親鎖由来のヒストン H3-H4 と新規ヒストン H3-H4 が分配
される。このように親鎖由来のヒストンと新規ヒストンにより新たなヌクレオ
ソームを形成すれば、親鎖ヒストンの修飾の状態を新規に取り込まれたヒスト
ンにコピーすることで、親鎖のエピジェネティックな情報を娘鎖にコピーでき
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る可能性がある。 
       
random model        semi-conservative model 
 
 
              
第 5 節 ヒストンシャペロン 
 ヒストンシャペロンはヒストンと結合し、それを DNA へ渡す活性として定義
される。1978 年に Laskey らがアフリカツメガエル卵抽出液からヌクレオソー
ム構造の形成を促進する因子として報告したヌクレオプラスミンが初めて発見
され、ヒストンシャペロンと命名された (Laskey et al., 1978)。これまでにヒス
トン H2A-H2B、ヒストン H3-H4 のそれぞれに対する複数のヒストンシャペロ
ンが発見され、それらがヌクレオソーム構造の解体や形成を促進すると考えら
れている。このようなヒストンシャペロンはヌクレオソーム構造のダイナミク
スを制御することにより、DNA 複製を含めたあらゆる DNA 介在反応の制御に
関ると考えられている。代表的なヒストンシャペロンをその機能とともに表に
まとめる (Table 1-1)。 
  
Fig. 1-3 DNA 複製時のヒストン再分配モデル 
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ヒストン   シャペロン   機能  
H3-H4    CAF-1     新規合成 DNA へのヒストン供給 
      CIA/Asf1   転写活性化、新規合成 DNA へのヒストン 
受け渡し、 (H3-H4)2四量体分割 
         HIRA     遺伝子発現制御 
         TAF-1     アデノウイルスでの DNA 複製と転写 
         FACT     転写活性化 
         Mcm2     DNA 複製時のヌクレオソーム構造変化 
H2A-H2B   NAP-1     DNA 複製、転写時に相互作用 
          FACT     転写活性化 
      ヌクレオプラスミン アフリカツメガエル卵中での精子型ヒストンの除去 
Table 1-1 代表的なヒストンシャペロン 
 
第 6 節 モデル生物としての出芽酵母 
 クロマチンを鋳型とした DNA 複製を解析するには、アフリカツメガエル卵抽
出液を用いた無細胞 DNA 複製系あるいは細胞そのものを用いて解析するしか
方法がない。ヌクレオソーム構造は酵母からヒトまで共通なため、複製に必須
なタンパク質の機能を調べるために、本研究では遺伝学的な操作が簡便に適用
できる出芽酵母 (Saccharomyces cerevisiae) を採用した。出芽酵母は真核細胞
で初めてゲノム配列が解読された生物であり。いわゆるゲノムワイドな網羅的
な遺伝子破壊株の解析、タンパク質間相互作用ネットワーク解析、合成致死ス
クリーニングなどが数多く行われている。将来的にそれらのデータベースが本
研究の成果と有機的に結びつく可能性も考慮に入れている。 
 本研究で解析する複製タンパク質とヒストンは酵母からヒトまで高度に保存
されているため、本研究で得られる成果は酵母のみならず、ヒトを含めた真核
生物に普遍的に適用可能な成果につながることも期待した。 
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第 2 章 ヒストンの DNA に対する親和性 
 
第 1 節 ヒストンは一本鎖 DNA に結合するのか？ 
 DNA 複製時に親鎖上のヌクレオソームは解体される。親鎖ヒストンは娘鎖上
に再分配されることが細胞レベルの解析で明らかにされている。すなわち、親
鎖 (二本鎖 DNA) 上のヒストンは複製フォークの進行で一本鎖になった DNA
が複製されて二本鎖 (娘鎖) になるまでの間、複製フォークの近傍に保持されて
いる可能性が考えられる。しかし、親鎖ヒストンが複製フォークの前後で、DNA
に結合したままなのか否か、実験的に示されていなかった。 
 そこで、親鎖ヒストンが「複製フォーク上に露出する一本鎖 DNA」にも高い
親和性を示すか否か生化学的に調べることにした。仮にヒストンが一本鎖 DNA
に対しても二本鎖 DNA と同様に結合できれば、フォーク上の DNA ヘリカーゼ
により巻き戻された一本鎖 DNA 上に親鎖ヒストンが一時的に保持されうる。一
方、ヒストンの一本鎖 DNA への結合力が弱ければ、親鎖ヒストンはヒストンシ
ャペロンを含めた何らかの複製関連タンパク質によって複製フォーク近傍に保
持されている可能性が高まる。 
 
第 2 節 Gel shift assay 
 ゲルシフト法は、 DNA と結合したタンパク質の電気泳動の際の移動度が遅
くなるのを指標としたアッセイである。ヒストンが二本鎖 DNA に結合すること
は知られている。そこで、一定量の二本鎖 DNA に対し添加するヒストンの量を
増やしていくことで、泳動度にどのような変化があらわれるか観察した。その
結果、ヒストン H2A-H2B, ヒストン H3-H4 ともに 4 pmol 添加したあたりから
泳動度が小さくなる傾向がみられ徐々にスメア状になっていった (Fig. 2-1A, 
B)。これはヒストンが二本鎖 DNA に結合し、分子量が増加し負電荷が軽減した
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ために起きたものと考えられる。 
 
 
Fig. 2-1 ヒストン H2A-H2B (A), H3-H4 (B)の二本鎖 DNA との相互作用 
 
第 3 節 二本鎖および一本鎖 DNA に対するヒストンの相互作用の比較 
 二本鎖 DNA に対して泳動度を変化させるヒストン量 (4 あるいは 8 pmol)を
用い、ヒストンが一本鎖 DNA に結合できるかゲルシフト法で調べた (Fig. 
2-2A)。その結果、二本鎖 DNA は 4 pmol のヒストン H2A-H2B, 8 pmol のヒス
トン H3-H4 の添加で予想通り泳動度に変化が見られたが、一本鎖 DNA では変
化が見られなかった。このことから、ヒストンは一本鎖よりも二本鎖 DNA のほ
うにより高い親和性を有することが示唆された。 
 
Fig. 2-2 ヒストンと二本鎖あるいは一本鎖 DNA との相互作用 
A
S 
B
S 
B
S 
A
S 
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 次に、一本鎖 DNA に対しさらに混合するヒストンの量を増やしていき、どの
程度加えれば泳動度に変化があらわれるか調べた (Fig .2-2B)。その結果、32 
pmol のヒストン H2A-H2B あるいはヒストン H3-H4 の添加で泳動度が変化し
たスメア状のバンドが観察された。二本鎖 DNA との結合実験に比べ、一本鎖で
はヒストン H2A-H2B では 8 倍量、ヒストン H3-H4 では 4 倍量のヒストンが必
要であった。以上の結果より、ヒストン H2A-H2B, ヒストン H3-H4 のどちら
も一本鎖 DNA への親和性は二本鎖 DNA に対するよりも弱いことが示唆された。 
 
第 4 節 考察 
 本章では、ヒストンが DNA 複製中の一本鎖 DNA に直接結合しうるか、その
可能性を知りたかったため、純粋に物理的な相互作用という観点からヒストン
と二本鎖および一本鎖 DNA との結合を解析した。その結果、ヒストンは一本鎖
DNA よりも二本鎖 DNA に親和性を有することが明らかになった。 
 しかし、細胞の中では二本鎖 DNA に対して様々なクロマチン因子が結合して
いることや、DNA 複製中の巻き戻された一本鎖 DNA には RPA が結合している
こと、さらには複製マシーンが複製フォークに存在しているなどの相違がある。
そのため、本章の成果から直ちに「親鎖ヒストンは複製フォークの一本鎖 DNA
に結合できない」という結論は下せない。そこで次章からは、複製マシーンに
よって親鎖ヒストンがフォーク近傍に保持される可能性を追求した。  
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第 3 章 出芽酵母を用いた mcm2 変異体の解析 
 
第 1 節 目的 
 親鎖のヌクレオソームは複製フォークの進行とともに解体される。この解体
の引き金となっているのは複製フォークの先頭に位置し、DNA ヘリカーゼ活性
をもつ Mcm2~7 複合体との衝突 (遭遇？) であると考えられる。Mcm2-7 の 6
つのサブユニットのうち Mcm2 がヒストン H3 と試験管内で強く相互作用する
ことが報告されている (Ishimi et al., 1996)。一方、Mcm2 と同様にヒストン
H3-H4 と結合するヒストンシャペロンに CIA/Asf1 がある (Munakata et al., 
2000)。CIA/Asf1 はこれまで、サイレンシング抑制因子として転写への関与の
研究が主に行われていたが、近年 DNA 複製への関与も示唆されている (Franco 
et al., 2006, Schulz et al., 2006)。さらに、ヒト HeLa 細胞内の S 期に、Mcm2~7
複合体がヒストン H3-H4 を介して CIA/Asf1 と複合体を形成しうることが示さ
れている (Groth et al., 2007)。 
 Groth らとは全く独立に、私はアフリカツメガエルの Mcm2 を用い、xMcm2
が試験管内でヒストン H3-H4 を介してカエルの CIA/Asf1 と「Mcm2-ヒストン
H3-H4-CIA/Asf1 4者複合体」を形成することを明らかにしている (大隅 卒論、
2008)。以上のことから、解体された「エピジェネティックな情報を保持した親
鎖ヒストン H3-H4」は Mcm2 により捕捉され、親鎖ヒストン H3-H4 は一本鎖
DNA への結合 (第 2 章) を介さずに複製フォーク中に保持されうる。その後、
Mcm2 に結合した親鎖ヒストン H3-H4-CIA/Asf1 複合体は何らかの未知の段階
を経て、娘鎖上のヌクレオソームの再形成の素材として再分配されると予想さ
れる。そこで、本章では出芽酵母の遺伝学を用い (第 1 章、第 6 節)、Mcm2 の
ヒストン H3 への結合の意義の解明を目指した。 
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第 2 節 新規 mcm2 変異株の解析 
 マウス Mcm2 とヒストン H3 の結合は、Mcm2 の酸性に富んだ 63-153 a.a.
領域とヒストンH3の 26-67 a.a.の領域の相互作用を通じてなされていることが
示唆されている (Ishimi et al., 1998)。マウス Mcm2 の 63-153 a.a. に該当する
出芽酵母 Mcm2 の領域にも酸性に富んだ部分が存在していた (Fig. 4-1A 下線
部)。そこで yMcm2 の酸性領域にアラニン置換をともなう変異を導入し、ヒス
トン H3 との結合能が低下する変異や、DNA 複製に異常を及ぼす新規 mcm2
変異株の作製を目指した。このとき酸性残基のみならず、高度に保存されてい
る塩基性アミノ酸にも変異を導入した (Fig. 3-1A)。 
 MCM2 は必須遺伝子であるため、ゲノム上の MCM2 に Gal プロモーターを
導入し、グルコースの添加により Mcm2 が枯渇する条件致死株を樹立した。こ
の株に、「single copy の plasmid 上にクローニングされた様々なミスセンス変
異が入った mcm2 遺伝子」を導入し、野生型 Mcm2 枯渇条件下で、それぞれ
の 変異 mcm2 の致死性を調べた。その結果、mcm2-EEQ65, 66, 67AAA, -DL72, 
73AA, -D76A, -D81A, -D89A, -YD91,92AA, -R111A, -RDR119, 120, 121AAA, 
-LDE142, 143, 144AAA, -RRR151, 152, 153AAA は全て、生存可能であり、温
度感受性すら示さなかった。さらに、既知の多くの DNA 複製関連タンパク質の
変異株が感受性を示すヒドロキシウレア (HU；DNA 合成阻害剤) やメチルメタ
ンスルホン酸 (MMS；DNA 傷害剤) に対して、上記の全ての mcm2 変異株は
感受性を示さなかった (Fig. 3-1B)。 
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Fig. 3-1 (A) Mcm2 ヒストン結合ドメインのアライメント (B) mcm2 変異体の感受性試験 
 
第 3 節 ASF1 と mcm2 変異株の遺伝学的関連性 
 S 期においてヒト Mcm2~7 複合体は、 ヒストン H3-H4 を介してヒト
CIA/Asf1と複合体を形成し、円滑な複製フォークの進行に寄与している (Groth 
et al., 2007)。また、試験管内でカエル Mcm2-ヒストン H3-H4-CIA/Asf14 者複
合体の形成を示してきた (大隅 卒論、2008)。このことから、出芽酵母において
も Mcm2 と Asf1/Cia1 が協調してヒストン H3-H4 の制御を行っている可能性
がある。第 2 節で得られた 新規 mcm2 変異株群に、DNA 複製異常の表現型を
見いだすことはできなかったが、 mcm2 変異と asf1/cia1 遺伝子破壊を組み合
わせることで検出可能な表現型が得られる可能性を考えた。系統的に調べた結
果、mcm2-D76A asf1 二重変異株が弱い表現型ながら温度感受性を示すことが
A
S 
B
S 
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わかった (Fig.3-2)。 
 
 
Fig.3-2 mcm2 変異 asf1 の感受性試験 
 
第 4 節 考察 
 本章で樹立した新規 mcm2 変異株群は顕著な表現型を示さず、さらに asf1 と
の二重破壊株では mcm2-D76A asf1 が弱い温度感受性を示した。mcm2-D76A
単独では温度感受性を示さないことから、Mcm2 の D76A 変異はヒストン H3
との結合に何らかの異常を及ぼすと可能性がある。今後、組換えタンパク質を
用いて Mcm2 の D76A 変異がヒストン H3-H4 との結合能に与える影響を調べ
ることが必要であろう。 
ここでは、仮に Mcm2のD76Aがヒストン結合能に影響を与えると仮定して、
もう尐し考察を加えてみる。CIA/Asf1 はヒストン H3-H4 二量体と相互作用す
ることから、Mcm2 、CIA/Asf1、ヒストン H3、ヒストン H4 で形成される複
合体のサブユニット比は、1:1:1:1 ではないかと想定される。一方、CIA/Asf1 が
ない時には、Mcm2 はヒストン (H3-H4)2四量体と結合していることが示唆され
る (大隅 卒論、2008)。asf1/cia1 変異株では、ヒストン H3-H4 は四量体として
存在すると予想される。従って、Mcm2 の D76 残基がヒストン (H3-H4)2四量
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体と相互作用する時のみ利用されていると考えれば、mcm2-D76A asf1 二重変
異株の表現型を説明できるのかもしれない。いずれにしても、Mcm2 のヒスト
ン結合ドメインの DNA 複製における機能の特定には、さらなる様々な解析が必
要であろう。 
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第 4 章 Cdc45 とヒストンの相互作用の解析 
 
第 1 節 Cdc45 の特質 
 DNA 複製フォークの進行の際に、親鎖ヌクレオソームは解体され、その際に
生じる親鎖由来のヒストン H3-H4 を、Mcm2~7 へリカーゼ中の Mcm2 サブユ
ニットが捕捉すると予想された (第 3 章; Groth et al., 2007)。しかし、Mcm2~7
へリカーゼは複製フォークの進行に伴い、次々と解体された親鎖由来のヒスト
ンを受け取るためには、次々と親鎖由来のヒストンを娘鎖に引き渡す必要があ
る。つまり、Mcm2 に結合したヒストン H3-H4 が DNA の合成が完了するまで
の間、Mcm2 により保持され続けることは考えにくい。なおかつ、第 3 章より
ヒストンは二本鎖 DNA に比べ一本鎖 DNA には結合しにくいため、複製フォー
ク上に露出した一本鎖 DNA を介して親鎖ヒストンが複製フォークに保持され
るとは考えにくい。そこで、Mcm2 からヒストン H3-H4 を、あるいは親鎖由来
のヒストン H2A-H2B を捕捉する因子が必要になると予想される。それではこ
の因子とは何なのだろうか？ 
 これまでに報告された DNA 複製に関与するヒストンシャペロンとして
Mcm2, CAF-1, CIA/Asf1, FACT などが挙げられ (第 1 章 第 5 節）、それらの多
くが酸性領域を有している。CAF-1 は新規合成鎖へのヒストン H3-H4 の供給を
行っている (Tyler et al., 1999) が、Mcm2~7 と連携して機能することは報告さ
れていない。一方、CIA/Asf1, FACT は Mcm 複合体の近傍に存在し、ヘリカー
ゼ活性に影響を与えることが報告されている (Groth et al., 2007; Gambus et 
al., 2006; Tan et al., 2006)。つまり、酸性領域を持つこと、Mcm 複合体のヘリ
カーゼ活性に影響を与えることがこの 2 つのヒストンシャペロンに共通してい
る。 
 Cdc45 は Mcm 複合体と GINS と 3 者複合体 (CMG 複合体) を形成し、複製
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フォーク上で機能すると考えられている (Moyer et al., 2006; Gambus et al., 
2006)。さらに Cdc45 は酸性領域を持ち、それが進化を通じて保存されている 
(Hopwood B. et al., 1996)。つまり、Mcm 複合体と連携し、なおかつ酸性領域
を有する Cdc45 は、先に述べた CIA/Asf1 や FACT などのヒストンシャペロン
と共通点を有している。そこで、Cdc45 が DNA 複製に関与する新規ヒストンシ
ャペロンとしてヒストン再分配機構に寄与している可能性を考え、この可能性
を検証することを試みた。 
 
第 2 節 Cdc45 はヒストンに結合する 
 精製した組換えタンパク質としての Cdc45 やヒストンを調製し、両者が試験
管内で相互作用しうるか調べることにした。大腸菌を用いてアフリカツメガエ
ルおよび出芽酵母由来の Cdc45 を GST-tag 付きの組換えタンパク質として発現
させ、GST-tag によるアフィニティー精製を行った。精製した GST-Cdc45 を試
験管内でヒストンタンパク質と混合し GST-tag による pull down assay を行っ
た。その結果、GST-xCdc45, GST-yCdc45 ともにヒストン H3-H4 と選択的に結
合することがわかった (Fig. 4-1A, B)。 
 
 
Fig. 4-1 GST-xCdc45 (A), GST-yCdc45 (B)のヒストン結合選択性 
 
A
S 
B
S 
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 Mcm2 はヒストン H3-H4 と結合し、さらにヒストン H3-H4 を介して
CIA/Asf1 と 3 者複合体を形成する。CIA/Asf1 はヒストン (H3-H4)2四量体を分
割し、CIA/Asf1-ヒストン H3-H4 複合体を形成する (Natsume et al., 2007 )。
このことは、親鎖ヌクレオソーム中のヒストン (H3-H4)2四量体を CIA/Asf1 が
分割し、さらに CIA/Asf1-ヒストン H3-H4 複合体を Mcm2 が捕捉すると考えら
れる。複製フォークにおいて Cdc45 は Mcm 複合体の後方に存在すると想定さ
れるため、Mcm2 からヒストン H3-H4 を受け取る能力が Cdc45 に備わってい
るならば、Cdc45-ヒストン H3-H4-CIA/Asf1、Cdc45-ヒストン H3-H4-Mcm2
といった複合体を試験管内で形成する可能性がある。そこで、これらのタンパ
ク質を試験管内で混合し、pull down assay を行った。その結果、Cdc45 はヒス
トン H3-H4 を介して Mcm2 や CIA/Asf1 を含む複合体を形成しにくいことが分
かった (Fig. 4-2)。このことから、Cdc45 のヒストン H3-H4 との相互作用は単
独ないし、Mcm2 あるいは CIA/Asf1 とは関連のないところで起きていることが
予想された。 
 
Fig. 4-2 GST-xCdc45 のヒストン H3-H4 結合因子との相互作用 
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第 3 節 Cdc45 のヒストンシャペロン活性の測定 
 前節で GST-Cdc45 がヒストン H3-H4 と結合することが明らかとなった。次
に、GST-xCdc45 にヒストンシャペロン活性があるか調べた。ヒストンシャペ
ロン活性とは環状二本鎖 DNA にヒストン八量体を組み込み、ヌクレオソーム構
造を形成させる活性のことを指す。Supercoiling assay において、この活性を有
していると Supercoil した DNA が形成され、泳動度が速くなり、アガロースゲ
ル上で下方にシフトしたバンドが観察される (Earnshaw, W.C et al., 1980)。 
 調べた結果、添加する GST-xCdc45 の量を増やしていくとバンドが徐々に下
にシフトしていった (Fig. 4-3)。このことから、Cdc45 がヒストンシャペロン活
性を持つことが示唆された。但し、ここでは示さないが CIA/Asf1 のヒストンシ
ャペロン活性と比較すると、Cdc45 のそれは低いレベルのものであった。 
 
Fig. 4-3 GST-xCdc45 の Supercoiling assay 
 
第 4 節 Cdc45 のヒストン結合ドメイン 
 次に、xCdc45 のヒストン H3-H4 との結合ドメインを探索することにした。
xCdc45 は酸性領域を有しているためこの領域で塩基性であるヒストン H3-H4
と相互作用することが予想された。そこで、この酸性領域を中心にして様々な
断片化 Cdc45 を作製し、その変異タンパク質がヒストンと結合できるか pull 
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down assay により調べた。その結果、GST-xCdc45 は酸性領域を含む N 末での
みヒストン H3-H4 と結合した (Fig. 4-4A)。この断片から酸性領域を除いた N
末では結合しないことを考慮すると、xCdc45 の酸性領域がヒストン H3-H4 と
の結合に重要であることがわかる。 
 一方、GST-yCdc45 は酸性領域を除いた C 末断片のみヒストン H3-H4 と結合
しなかった (Fig. 4-4B)。この断片を酸性領域まで延長すると結合することから
GST-xCdc45 と同様に酸性領域が重要であることが分かる。しかし、酸性領域
を除いた N 末断片でも yCdc45 はヒストン H3-H4 と結合することから、この
領域も両者の結合に重要であることが考えられる。以上の結果を表にまとめた 
(Fig. 4-4C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4-4 (A) GST-xCdc45 断片のヒストン H3-H4 との結合、(B) GST-yCdc45 断片のヒスト
ン H3-H4 との結合、(C)  (A), (B)の結果のまとめ 
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第 5 節 考察 
 アフリカツメガエル由来、出芽酵母由来の Cdc45 がともにヒストン H3-H4
に相互作用し、また xCdc45 には弱いながらもヒストンシャペロン活性が見いだ
された。本来のヒストンシャペロン活性は、ヒストンと DNA の関係に影響を与
え、ヒストンがヌクレオソームに組み込まれたヌクレオソーム構造をとらせる
のに必要と考えられている。ここで、Cdc45 は Mcm 複合体からヒストンを受け
取り、何らかのタンパク質に引き渡すのが主な機能だとすれば、強いヒストン
シャペロン活性は  Cdc45 には必要ないのかもしれない。但し、Mcm2 は 
CIA/Asf1-ヒストン H3-H4 三量体を捕捉できるのに対し、Cdc45 はこの三量体
とは結合できない。従って、Cdc45 が Mcm 複合体からヒストンを受け取る能
力があったとしても、その分子機構は本章の実験からはわからない。 
 ヒストンと結合するドメインは、アフリカツメガエル由来の xCdc45 と酵母由
来の yCdc45 で若干の相違が見られた (Fig. 4-5)。その相違の原因は現時点では
不明である。次章では出芽酵母の Cdc45 の解析に特化し、yCdc45 のヒストン
結合ドメインに変異が入った細胞の DNA 複製の異常を調べることで、両者の
結合の意義を追求することにした。 
 
Fig. 4-5 Cdc45 のヒストン H3-H4 結合ドメイン 
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第 5 章 出芽酵母を用いた cdc45 変異体の解析 
 
第 1 節 目的 
GST-yCdc45 の酸性領域やその N 末、もしくはその両方のドメインを介して
ヒストン H3-H4 と結合することが分かった。本章では、迅速な遺伝学的な解析
が可能な出芽酵母 (第 1 章、第 6 節) を用いて、Cdc45 のヒストン H3-H4 結合
ドメインに変異を導入し、その表現型を調べることにより「Cdc45 とヒストン
H3-H4 結合の DNA 複製における意義」にせまることにした。 
 
第 2 節 様々なドメインを欠失させた cdc45 変異株の作製と解析 
 出芽酵母において CDC45 は必須遺伝子であるが、どの領域が生存に必須であ
るか全く報告がない。そこで、まず断片化した CDC45 遺伝子が CDC45 の完全
欠損株の致死性を相補できるか調べることにした。 
 ゲノム上の CDC45 の上流に Gal プロモーターを導入し、グルコースによる
培養で Cdc45 が細胞から枯渇する条件致死株を構築した。ここに single copy 
vector 上にクローニングした断片化 CDC45 を有するプラスミドを導入した。
Cdc45 の枯渇条件下で、ヒストン H3-H4 結合ドメインである酸性領域およびそ
の N 末を除いた断片は致死となった (Fig. 5-1)。しかし、作製した断片化 Cdc45
も全て致死性を示した。これは、Cdc45 の全領域が生存に重要であることを示
唆する。 
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Fig. 5-1 CDC45 断片化による影響 
 
 
第 3 節 cdc45-3A 変異体の解析 
 次に、Cdc45 に deletion 変異ではなくミスセンス変異を導入して解析するこ
とにした。ミスセンス変異を入れる候補を yCdc45 のヒストン結合領域から見
いだすため、その領域の種間の配列の相違を比べた (Fig. 5-2A)。両者を比較し、
変異を導入する候補として赤線を引いた部分を選定した。酸性領域については
酸性アミノ酸が3つ以上連続している部位を全てアラニン置換 (3A変異) した。
酸性領域の N 末については、一次構造の保存性と二次構造予測による結果から、
酸性領域の直前の 3 つの-sheet部位に 3 アミノ酸連続でアラニン置換を行った 
(Fig. 6-2A 下線部)。野生型 Cdc45 の枯渇条件下で、酸性領域の 3A 変異は生存
できたが、N 末の 3A 変異は調べた全ての株が致死となった (Fig. 5-2B)。 
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Fig. 5-2 (A) Cdc45 酸性領域までのアライメント、(B) 3 アミノ酸連続置換による影響 
 
 次に、121-123、126-128、133-135 の 3A 変異株の致死性が、Cdc45 のヒス
トン H3-H4 との結合能と相関するか調べることにした。但し、Cdc45 の致死性
を示した領域以外 (酸性領域からC末の断片) もヒストン H3-H4と相互作用す
るため (Fig.4-4C)、全長の GST-yCdc45 の該当残基に 3A 変異を導入しても、
ヒストンとの結合能の差を検出するのは困難と考えた。そこで、酸性領域を除
いた N 末断片である GST-yCdc45 (1-146) に、致死性の 3A 変異を導入した。 
 致死となる変異体 3 種類と、その 3 種類の変異導入部位すべてをアラニン置
換した 9A を作製し、pull down assay を行った。その結果、GST-yCdc45 (1-146, 
121-123AAA), (1-146, 126-128AAA), (1-146, 133-135AAA), (1-146, 9A) はす
べて GST-yCdc45 (1-146) と同等に Histone H3-H4 と結合することがわかった 
(Fig. 5-3A)。従って、3A あるいは 9A 変異による致死性と「Cdc45 のヒストン 
H3-H4 との結合能」に相関を見いだすことはできなかった。 
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 しかし、3A や 9A 変異を導入した 121-146 a.a.領域を全て欠失させた
GST-yCdc45 (1-120) は試験管内でヒストン  H3-H4 に結合できなかった 
(Fig.5-3A)。このことは、やはり Cdc45 の 120~146 の領域にヒストン H3-H4
結合ドメインが存在することを示唆する。 
 上記の議論は、Cdc45 の 3A や 9A 変異タンパク質が、細胞内で野生型 Cdc45
と同量発現されて初めて成立する。そこで、Cdc45 の C 末に FLAG-tag を付与
し、全長 Cdc45 および Cdc45 3A タンパク質の安定性を比べた。その結果、予
期せぬことに、3 アミノ酸アラニン置換では Cdc45 の安定性が著しく低下して
いた (Fig. 5-3B)。従って、Cdc45 3A、9A 変異による致死性は「変異の導入さ
れたドメインの機能の欠損」というよりは、Cdc45 の安定性が失われ細胞内で
選択的にタンパク質分解を受けたことが原因と考えられた。そこで次に、Cdc45
の安定性に影響を与えないミスセンス変異の導入が必要になった。 
 
 
Fig. 6-3 (A) GST-yCdc45(1-146)の 3アミノ酸変異による Histone H3/H4 結合への影響、(B) 
Cdc45 の 3 アミノ酸変異による安定性への影響 
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第 4 節 cdc45-1A 変異体の解析 
 前節の結果を受け、酸性領域の N 末部分 (Cdc45 120~146)に、3 アミノ酸変
異ではなく 1 アミノ酸変異を導入した。 
 まず、cdc45 1 アミノ酸変異が Cdc45 枯渇細胞に与える影響を調べた (Fig. 
5-4A)。その結果、cdc45- Y121A, -R127A, -F135A が弱い温度感受性を示し、
-V122A, -N133A が中程度、-P128A が強い温度感受性を示した。DNA 複製に
必須なタンパク質の変異株は DNA 合成阻害剤ヒドロキシウレア (HU) に感受
性を示す場合が多い。Cdc45 も複製に必須だが、予想に反しこれらの cdc45 変
異株は HU に感受性を示さなかった。アラニン置換により温度感受性を示した
残基のうち、R127, P128, N133 はヒトまで高度に保存されている (Fig. 5-4B)。
そこで、この 3 残基について、C 末に FLAG-tag を導入し、変異タンパク質の
安定性を検討した。その結果、全ての cdc45 変異体において、温度感受性を示
す 37℃の条件下でも変異 Cdc45 の分解は見られなかった (Fig. 5-4C)。 
 
 
Fig. 5-4 (A) cdc45 1 アミノ酸変異体の感受性試験、(B) 変異導入部位のアライメント、 
(C) Cdc45 変異体の安定性試験 
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 変異の導入による Cdc45 の安定性への影響はほぼないことが分かったので、
次に cdc45-R127A, -P128A, -N133A 変異株の温度感受性の原因を追求するこ
とにした。 
 まず、フローサイトメトリーを用いて細胞周期を観察した。Cdc45 は DNA 複
製中で機能していることから、変異の導入により S 期の遅延が予想された。そ
こで、-factor により G1 期に同調し、37℃にシフトした後、release した結果、
変異株は野生型に比べ著しい S 期の遅延が観察された (Fig. 5-5A)。次に、HU
を用い S 期の初期に細胞を同調後、それを解除しフローサイトメトリーでモニ
ターしたところ、やはり cdc45 変異株において S 期の遅延が観察された (Fig. 
5-5B)。 
 
 
 
 
Fig. 5-5 フローサイトメトリーによる S 期の進行の検討 (A) -factor 同調、(B) HU 同調 
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 既報の cdc45 点変異株は、低温感受性変異 cdc45-1 , 温度感受性変異 cdc45-27
しかない (Moir et al 1982; Takayama et al., 2003)。出芽酵母において Cdc45
は Mcm10 の結合後にクロマチンへ結合し、pre-RC を形成する (Gregan et al., 
2003; Sawyer et al., 2004)。Cdc45 のクロマチン結合は GINS と相互依存し 
(Kamimura et al., 2001)、リクルートされる際は、GINS、Sld3-Cdc45 複合体
としてクロマチンへ結合するとされている (Takayama et al., 2003)。一方、
Cdc45 に依存してクロマチンにリクルートされる DNA 複製関連タンパク質も
知られている。例えば、ヒト Cdc45 とヒト DNA ポリメラーゼ(Polのサブ
ユニットである p70 が試験管内で結合することや、細胞内で Cdc45 が Polと
免疫沈降可能な複合体を形成することが知られている。以上から、Cdc45 が 
Polをクロマチンにリクルートするモデルが提唱されている (Kukimoto et al., 
1999; Mimura and Takisawa 1998)。これまで明らかにされている Cdc45 に関
する知見を次に模式化して示す (Fig. 5-6)。 
 
 
Fig. 5-6 pre-RC の形成から複製開始までの流れ 
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 それでは、本章で新規に構築した cdc45 温度感受性変異株では、Fig. 5-6 のど
の step で異常が生じているのであろうか？ それを特定するために、クロマチン
免疫沈降法 (ChIP) を用いて、Cdc45 自身、および Cdc45 関連タンパク質の複
製開始点への結合量を調べることにした (Fig. 5-7A)。その結果、cdc45-P128A
では野生型に比べ Cdc45 自身のクロマチン結合が顕著に減尐していた (Fig. 
5-7B)。 
 
 
Fig. 5-7 (A) 実験のスキーム、(B) Cdc45-3FLAG のクロマチン結合 
 
 次に、Mcm7 (Mcm2~7 複合体のサブユニット)、Mcm10 (Fig. 5-6 参照)、Psf2 
(GINS のサブユニット)、Pol12 (Polのサブユニット) のそれぞれ C 末に
Myc-tag を付与した株を作製し、cdc45 変異株におけるこれらのクロマチン結合
を ChIP により調べた。-factor からの同調解除後の 30 分のサンプル (S 期の
初期の細胞に該当する) を用いて ChIP を行った。その結果、early origin であ
る ARS607 への Mcm7-13Myc のクロマチン結合は野生型よりもむしろ
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cdc45-P128A 変異株で多くなっており、 一方、Mcm10-13Myc のクロマチン結
合は cdc45-P128A 変異株と野生株との間に顕著な差はみられなかった (Fig. 
5-8A)。しかし、Psf2-13Myc, Pol12-13Myc のクロマチン結合は cdc45-P128A
変異株で著しく低下した。 
 
 
 
Fig. 6-8 (A) ARS607 における Mcm7, Mcm10, Psf2, Pol12-13Myc のクロマチン結合 
A
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Fig. 6-8 (B) ARS305 における Mcm7, Mcm10-13Myc のクロマチン結合 
 
ARA607 において、Mcm7-13Myc のクロマチン結合が P128A 変異により増
加していた理由として次のことが考えられる。pre-RC の形成時、DNA 複製に
必要な量よりも過剰量の Mcm 複合体が origin 近傍に結合することが報告され
ている (Edwards MC et al., 2002; Donovan et al., 1997)。この過剰な Mcm 複
合体は、Mcm 複合体に異常が生じたときのバックアップとして機能すると考え
られており (Woodward AM et al., 2006)、実際に活性化するべき Mcm 複合体
が活性化し親鎖 DNA を巻き戻しを始めると、それらの過剰な Mcm 複合体が
徐々に複製開始点から離れていくとされている (Fig. 5-9)。cdc45-P128A 変異株
では、非許容温度下において Cdc45 がクロマチン上に結合できないことにより
Mcm 複合体の活性化が遅れ、それが原因で過剰な Mcm 複合体がクロマチン上
に保持されたためと考えられる。ゆえに cdc45-P128A 変異体の ARS607 におけ
る Mcm7-13Myc の結合量が野生型のそれを上回ったのことが想定される。一方、
early origin ではなく野生型でも活性化が起らない ARS305 においては、
Mcm7-13Myc のクロマチン結合に野生型、cdc45-P128A 変異株で差が見られな
かった (Fig. 5-8B) ことも、上記の仮説を支持している。 
B
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Fig. 5-9 pre-RC 形成時の過剰な Mcm complex と Cdc45 の関係 (Hyrien O. et al., 2003) 
 
 
 
 それでは、cdc45-P128A の温度感受性は単純に変異 Cdc45 のクロマチン結合
の減尐から引き起こされているのだろうか。この疑問を検証するために「multi 
copy vector (YEplac195) にクローニングした cdc45-P128A 遺伝子自身」を 
cdc45-P128A 変異株そのものに過剰発現させてみた。変異 Cdc45 のクロマチ
ン結合能の低下により温度感受性を示しているのであれば、過剰発現すること
で、変異 Cdc45 の細胞内の濃度を増やせば、変異 Cdc45 でもクロマチンに結
合し、cdc45-P128A 株の温度感受性を相補すると考えた。野生型 CDC45,  
cdc45-R127A, -P128A, -N133A をそれぞれ Cdc45 枯渇条件下の条件致死株に過
剰発現させた。その結果、いずれの過剰発現した株においても、その温度感受
性が現れなかった (Fig. 5-10A)。このときの Cdc45 発現量が single copy vector  
(pRS316) に比べ非常に多いことも確認してある (Fig. 5-10B)。 
 過剰発現時の Cdc45-3FLAG のクロマチン結合を ChIP により調べたところ、
cdc45-P128A変異体でも変異Cdc45がARA607に結合していることがわかった 
(Fig. 5-10C)。以上のことから、P128A 変異により Cdc45 のクロマチン結合能
が低下することが、cdc45-P128A の温度感受性の原因であることが示唆された。 
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Fig. 5-10 (A) Cdc45 (野生型または変異体) 過剰発現での温度感受性、(B) Cdc45 過剰発現
時のタンパク安定性、(C) Cdc45 過剰発現時のクロマチン結合量 
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第 5 節 考察 
 Cdc45はDNA複製に必須な因子であるが、ドメインマッピングはされておら
ず、生存に重要な領域は明らかでなかった。今回CDC45を断片化することで、
ほぼ全長にわたり生存に必須であることが分かった。これまで出芽酵母におい
て、低温感受性を示すcdc45-1 (G367D)や温度感受性を示す cdc45-27 変異株が
解析されてきたが、本章で弱い温度感受性を示すcdc45-Y121A, -R127A, -F135A
株、中程度のもの cdc45-V122A, -N133A株、強い温度感受性を示すもの 
cdc45-P128A が新たに cdc45 変異株として加わった。 
ChIP の結果から、cdc45-P128A 株で、Cdc45 の上流で機能する Mcm7 や
Mcm10 のクロマチン結合に大きな変化がなかったことから、cdc45-P128A 変
異は Cdc45 のクロマチン結合以前の過程において影響がないことが示唆された。
一方、cdc45-P128A では変異 Cdc45 自身がクロマチン上に結合しにくくなり、
それに伴い Cdc45 と相互依存的にクロマチン上に結合する GINS や Cdc45 に
依存してクロマチンにリクルートされる Polのクロマチン結合も減尐したと
考えられる (Fig. 5-11)。 
 
Fig.5-11 CDC45 P128A による DNA 複製の異常 
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Cdc45はこれまでにOrc2, Mcm2-7, Mcm10, Sld3, Sld5, Polなどと結合する
ことが知られており (Saha et al., 1998; Christensen et al., 2003; Kubota et al., 
2003)、特にクロマチンに結合する過程においてSld3との相互作用が重要である
ことが報告されている (Kamimura et al., 2001)。これは、sld3-5の温度感受性
が、Cdc45の過剰発現により相補されること、cdc45-27の温度感受性をSld3過
剰発現で相補できることによる。またクロマチンへの結合が相互に依存してい
ることからSld3-Cdc45複合体としてクロマチン上に結合すると考えられている。
このことを考慮すると、今回得られた温度感受性を示すcdc45変異体はSld3との
相互作用に異常が生じたためCdc45自身のクロマチン結合が減尐している可能
性が考えられる。これは cdc45 変異体に Sld3 を過剰発現させ相補できるかど
うかで検証可能である。 
あるいは、第 4 章で示したように Cdc45 の P128 はヒストン H3-H4 の結
合ドメインに変異が入っていることが cdc45-P128A 変異株の温度感受性と関
係がある可能性も否定できない。Cdc45 の 121~146 の領域の P128 を含む９つ
のアミノ酸をアラニンに置換しても、その変異 Cdc45 のヒストンへの試験管内
での結合能は失われない。しかし、他の様々な因子が存在する細胞内の複製フ
ォークにおいては、Cdc45-ヒストン H3-H4 の結合に P128A 変異が微妙な影響
を与え、結果的に変異 Cdc45 のクロマチン結合の低下に繋がった可能性もある。
この場合、Cdc45 の複製開始点への効率の良い loading や、結合の維持に Cdc45
のヒストン結合能が寄与するという新しい視点が生まれる。今後のさらなる解
析で、Cdc45 のヒストン結合能の意味が解明されることを期待する。 
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第 6 章 実験材料および方法  
  
第 1 節 出芽酵母リスト  
用いた酵母株を以下に示す 
 
 
第 2 節 出芽酵母および大腸菌の培養  
 
2-1 出芽酵母 
 
酵母細胞は、YPAD (完全培地) 及びSC (合成完全培地) を用いて培養した。 な
お、必要に応じD-glucose (Wako)の代わりとしてD-galactose (Sigma), 
D-Rafinose (Wako)を同濃度で用いた。 
 
2-1-1 YPAD培地  
 
YPAD培地は、Yeast extract (Difco) 1%、Bacto peptone (Difco) 2%、Adenine 
sulfate (Wako) 0.004%、D-glucose (Wako) 2%の割合で精製水に溶解後、プレ
ートとして用いる場合は、Bacto-agar (Difco) 2%を加えて高圧蒸気滅菌（121℃、
20分）したものを用いた。  
 
strain name Genotype Source
YK402a MATa ade2-1 can1-100 his 3-11, -15 leu2-3, -112 trp1 ura3-1 RAD5 bar1::hisG Y.Kawasaki
YKmcm2 YK402a genotype but KanMX6-PGAL-3HA-MCM2 This study
YKmcm2 asf1 YKmcm2 genotype but asf1::CgTRP1 This study
YKcdc45 YK402a genotype but KanMX6-PGAL-3HA-CDC45 This study
YKcdc45 mcm7-13Myc YKcdc45 genotype but mcm7::MCM7-13Myc-TRP1 This study
YKcdc45 mcm10-13Myc YKcdc45 genotype but mcm10::MCM10-13Myc-TRP1 This study
YKcdc45 psf2-13Myc YKcdc45 genotype but psf2::PSF2-13Myc-TRP1 This study
YKcdc45 pol12-13Myc YKcdc45 genotype but pol12::POL12-13Myc-TRP1 This study
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2-1-2 SC-Leu, Ura培地  
 
Yeast nitrogen base without amino acid (Difco) 0.67%、D-glucose (Wako )2%、
10×Dropout solution (Table) 10%、L-tryptophane (Wako)0.004%、
L-leucine(Wako) 0.006%の割合で精製水に溶解後、プレートとして用いる場合
は、Bacto-agar (Difco) 2%を加えて高圧蒸気滅菌（121℃、20分）したものを用
いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
2-1-3 SC-Ura培地  
 
Yeast nitrogen base without amino acid (Difco) 0.67%、D-glucose (Wako) 2%、
Casamino acids (Difco) 0.5%、uracil (Wako) 0.002%、L-tryptophane (Wako) 
0.004%の割合で精製水に溶解後、プレートとして用いる場合は、Bacto-agar 
(Difco) 2%を加えて高圧蒸気滅菌 （121℃、20 分）したものを用いた。 
SC-Ura, Trp 培地の場合は、SC-Ura 培地から L-tryptophane (Wako) 0.004%を
抜くことで作製した。 
 
 
Amino acid conc. 
L-Valine 0.15% 
L-Isoleucine 0.03% 
L-Arginine-HCl 0.02% 
L-Methionine 0.02% 
L-Phenylalanine 0.05% 
L-Threonine 0.20% 
Table 10×Dropout solution 
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2-1-4 YPAD＋GEN 
 
Yeast extract (Difco) 1%、Bacto peptone (Difco) 2%、Adenine sulfate (Wako) 
0.004%、D-glucose (Wako) 2% 、Bacto-agar (Difco) 2%の割合で精製水に溶解
後、高圧蒸気滅菌 （121℃、20 分） したものに、最終濃度として Geneticin 
(Wako) 200 ug/mL を無菌的に加えたものを用いた。  
 
2-2 大腸菌  
 
大腸菌は、DH5あるいはBL21-codonPlus(DE3)-RIL (Stratagene)を用い、37℃
で培養した。  
 
2-2-1 LB (＋Ampicillin, Chloramphenicol) 培地  
 
LB Broth Lennox (Difco) 2%、NaCl (Wako) 0.5%の割合で各試薬を精製水に溶
解後、プレートとして使用する場合には INA agar (INA) 1.5%を加え、高圧蒸気
滅菌 （121℃、20 分） を行ったものに、必要に応じ濾過滅菌した Ampicillin 
(Wako) 75 mg/ml、Chloramphenicol (Wako) 20 mg/ml を、それぞれ最終濃度
が 75 ug/ml、50 ug/ml となるように加えたものを用いた。 
 
第 3 節 プラスミド  
 
大腸菌からのプラスミド回収には、mini prep (Sigma) を用いた。また、制限酵
素は、TaKaRa, TOYOBO, NEB のいずれかの製品を用いた。  
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3-1 プラスミドリスト  
用いたプラスミドを以下に示す 
 
plasmid name description source
pGET4T-3 xCdc45 xCdc45 full length This study
pGET4T-3 xCdc45(122-567) xCdc45 122-567 a.a. This study
pGET4T-3 xCdc45(157-567) xCdc45 157-567 a.a. This study
pGET4T-3 xCdc45(1-121) xCdc45 1-121 a.a. This study
pGET4T-3 xCdc45(1-156) xCdc45 1-156 a.a. This study
pGET4T-3 yCdc45 yCdc45 full length This study
pGET4T-3 yCdc45(1-120) yCdc45 1-120 a.a. This study
pGET4T-3 yCdc45(1-146) yCdc45 1-146 a.a. This study
pGET4T-3 yCdc45(1-208) yCdc45 1-208 a.a. This study
pGET4T-3 yCdc45(146-650) yCdc45 146-650 a.a. This study
pGET4T-3 yCdc45(209-650) yCdc45 209-650 a.a. This study
pGET4T-3 yCdc45(1-146, 121-123AAA) yCdc45 146-650 a.a. with mutation in 121-123 This study
pGET4T-3 yCdc45(1-146, 126-128AAA) yCdc45 146-650 a.a. with mutation in 126-128 This study
pGET4T-3 yCdc45(1-146, 133-135AAA) yCdc45 146-650 a.a. with mutation in 133-135 This study
pRS316 ARS CEN vector, URA3 marker Laboratory stock
pRS316-MCM2 MCM2(Open reading frame +/-500 bp), into pRS316 This study
pRS316-MCM2 m1 MCM2, with mutation in E65, E66, Q67, in pRS316 This study
pRS316-MCM2 m2 MCM2, with mutation in D72 L73, in pRS316 This study
pRS316-MCM2 m3 MCM2, with mutation in D76, in pRS316 This study
pRS316-MCM2 m4 MCM2, with mutation in D81, in pRS316 This study
pRS316-MCM2 m5 MCM2, with mutation in D89, in pRS316 This study
pRS316-MCM2 m6 MCM2, with mutation in Y91, D92, in pRS316 This study
pRS316-MCM2 m7 MCM2, with mutation in R111, in pRS316 This study
pRS316-MCM2 m8 MCM2, with mutation in R119, D120, R121 in pRS316 This study
pRS316-MCM2 m9 MCM2, with mutation in L142, D143, E144, in pRS316 This study
pRS316-MCM2 m10 MCM2, with mutation in R151, R152, R153, in pRS316 This study
pRS316-CDC45 CDC45(Open reading frame +/-500 bp), into pRS316 This study
pRS316-CDC45-3FLAG CDC45 + 3FLAG, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(D147-208) CDC45, with deletion 147-208 a.a., in pRS316 This study
pRS316-CDC45(1-208) CDC45, 1-208 a.a., inpRS316 This study
pRS316-CDC45(1-435) CDC45, 1-435 a.a., inpRS316 This study
pRS316-CDC45(147-650) CDC45, 147-650 a.a., inpRS316 This study
pRS316-CDC45(209-650) CDC45, 209-650 a.a., inpRS316 This study
pRS316-CDC45(436-650) CDC45, 436-650 a.a., inpRS316 This study
pRS316-CDC45(D209-435) CDC45, with deletion 209-435 a.a., in pRS316 This study
pRS316-CDC45(209-435) CDC45, 209-435 a.a., inpRS316 This study
pRS316-CDC45(121-123AAA) CDC45, with mutation in Y121, V122, L123, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(121-123AAA)-3FLAG CDC45-3FLAG, with mutation in Y121, V122, L123, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(126-128AAA) CDC45, with mutation in H126, R127, P128, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(126-128AAA)-3FLAG CDC45-3FLAG, with mutation in H126, R127, P128, in pRS316 This study
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3-2 プラスミドの作製  
 
出芽酵母遺伝子のクローニングは以下の方法で行った。Gen とるくん TM を用
いて野生型酵母細胞から抽出したゲノム DNA を鋳型として、Saccharomyces 
Genome Database (http://www.yeastgenome.org/) を利用して設計した制限酵
素サイト付きのプライマーを用いて、PCRによりORF±約500 bpを増幅した。
タンパク質発現用ベクターに用いる場合は ORF のみ増幅した。 
アフリカツメガエル遺伝子のクローニングは以下の方法で行った。Oocyte 由来
の cDNA library を鋳型として、PubMed 
plasmid name description source
pRS316-CDC45(133-135AAA) CDC45, with mutation in N133, I134, F135, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(133-135AAA)-3FLAG CDC45-3FLAG, with mutation in N133, I134, F135, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(166-168AAA) CDC45, with mutation in D166, E167, E168, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(171-173AAA) CDC45, with mutation in D171, D172, E173, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(185-187AAA) CDC45, with mutation in D185, D186, E187, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(196-198AAA) CDC45, with mutation in D196, E197, D198, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(199-201AAA) CDC45, with mutation in E199, E200, D201, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(202-204AAA) CDC45, with mutation in E202, D203, E204, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(Y121A) CDC45, with mutation in Y121, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(V122A) CDC45, with mutation in V122, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(L123A) CDC45, with mutation in L123, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(H126A) CDC45, with mutation in H126, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(R127A) CDC45, with mutation in R127, in pRS316 This study
pRS316-CDC45-3FLAG(R127A) CDC45-3FLAG, with mutation in R127, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(P128A) CDC45, with mutation in P128, in pRS316 This study
pRS316-CDC45-3FLAG(P128A) CDC45-3FLAG, with mutation in P128, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(N133A) CDC45, with mutation in N133, in pRS316 This study
pRS316-CDC45-3FLAG(N133A) CDC45-3FLAG, with mutation in N133, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(I134A) CDC45, with mutation in I134, in pRS316 This study
pRS316-CDC45(F135A) CDC45, with mutation in F135, in pRS316 This study
YEplac195 2 m vector, URA3 marker Laboratory stock
YEplac195-CDC45-3FLAG CDC45-3FLAG(Open reading frame +/-500 bp), into pRS316 This study
YEplac195-CDC45-3FLAG(R127A) CDC45-3FLAG, with mutation in R127, in YEplac195 This study
YEplac195-CDC45-3FLAG(P128A) CDC45-3FLAG, with mutation in P128, in YEplac195 This study
YEplac195-CDC45-3FLAG(N133A) CDC45-3FLAG, with mutation in N133, in YEplac195 This study
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)を利用して設計した制限酵素サイト付
きのプライマーを用いて、PCR により ORF を増幅した。 
 
PCR 反応後、マニュアルに従い、pGEM-T Easy vector (Promega) にクローニ
ングした。その後、制限酵素により目的の配列を持つ DNA 断片を精製し、目的
のベクターにサブクローニングした。  
 
3-3 DNA 塩基配列決定法  
 
DNA 塩基配列の決定は、Applied Biosystems の ABI PRISM310 Genetic 
Analyzer を用いて行い、マニュアルにしたがって操作を行った。プラスミド約
100 ng にシークエンス用プライマー2.5 pmol、DNA Sequencing Kit Premix 
(Applied Biosystems) 4 ul を加え、精製水で全量 10 ul として PCR を行った。
反応後エタノール沈殿により DNA を回収し、Template Suppression Reagent 
20 ul に溶解したものを用いて解析を行った。 
 
第 4 節 破壊株の作製 
 
4-1 遺伝子破壊およびエピトープタグ導入用 DNA 断片の作製  
 
以下に示した遺伝子破壊用プラスミドをテンプレートとし、Saccharomyces 
Genome Database (http://www.yeastgenome.org/) を利用して設計した破壊用
プライマーを用いて、PCRにより増幅したDNA断片をエタノール沈殿した後、
形質転換に使用した。  
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Plasmid for deletion marker Primer 
pFA6a-kanMX6-PGAL1-3HA  KANMX6 
FW : (gDNA)-GAATTCGAGCTCGTTTAAAC 
RV : (gDNA)-GCACTGAGCAGCGTAATCTG 
pFA6a-13Myc-TRP1 CgTRP1 
FW : (gDNA)-CGGATCCCCGGGTTAATTAA 
RV : (gDNA)-GAATTCGAGCTCGTTTAAAC 
 
4-2 形質転換  
 
50 ml YPAD 培養液中、25℃で数時間培養し、対数増殖期に達した細胞を遠心
した後、pellet 量と同程度の 100 mM lithium acetate (Wako) で懸濁し、25℃
で 15 分間インキュベーションした。懸濁液 50 μL に対し、4-1 で調整した遺
伝子破壊用 DNA 断片 5 ul 及び熱変性サケ精子 DNA (Sigma) 5 ul を加えて、
25℃で 15 分間培養した。これに 250 ul の 40% PEG/LiAc (50% PEG:1 M 
lithium acetate:滅菌精製水＝8:1:1) を加えて 25℃で 30 分培養した後、42℃で
20 分間熱ショックを与えた。室温で 10 分間静置した後、遠心し、pellet に滅菌
精製水 100 ul 加えたものを栄養選択もしくは薬剤含有プレートに塗布し、30℃
または 25℃で 3~4 日間培養した。 
 
4-3 簡易形質転換  
 
酵母細胞へのプラスミドの導入はこの方法で行った。  
YPAD 培養液 1ml 中、25℃で一晩培養した細胞懸濁液 500 ul を遠心し、1 M 
lithium acetate 1 ml で洗浄した後、1 M lithium acetate 20 ul を加えた。次に、
50%PEG 100 ul 及び熱変性サケ精子 DNA (Sigma) 5 ul 及び導入目的のプラス
ミドを 2 ul 加えて、25℃で 1 時間培養した。その後、遠心し、pellet に滅菌精
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製水 100 ul加えたものを栄養選択プレートに塗布し、25℃で 3~4日間培養した。 
 
4-4 酵母細胞からのゲノム DNA 抽出  
 
YPAD 培養液 1ml 中、25℃で一晩培養し、stationary phase に達した細胞につ
いて、Gen とるくん TM 酵母、グラム陰性菌用 (TaKaRa) を用いて、マニュア
ルに従いゲノム DNA を抽出した。  
 
4-5 PCR による遺伝子破壊の確認  
 
4-4 で抽出したゲノム DNA をテンプレートとし、Saccharomyces Genome 
Database (http://www.yeastgenome.org/) を利用して設計した確認用プライマ
ーを用いて PCR を行った。反応終了後、反応液に 10×Loading buffer (TaKaRa) 
を加え、1%アガロースゲルにて電気泳動を行った。泳動終了後ゲルを ethidium 
bromide (EtBr 0.5 ug/ml ) で染色し紫外線照射 (312 nm) により増幅した
DNA 断片を確認した。  
 
第 5 節 感受性試験  
 
各株を SC 培養液 2 ml 中、25℃で 1 日培養し、stationary phase に達した細胞
を 1×107、1×106、1×105、1×104 cells/mL となるように希釈した。SC プレ
ートに 15 μL ずつ滴下し、各 spot が左側から順に 1×105、1×104 、1×103、
1×102 cells となるようにした。25℃または 37℃で 4 日間培養した後、写真を
撮影した。 8 点 spot の場合は 1×105、3×104、1×104、3×103、1×103、3
×103、1×103、3×102となるようにした。 
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第 6 節 細胞周期同調  
 
6-1 -factor による同調  
 
目的の株を 25℃で 1 日培養した。その後細胞が log phase になるように細胞を
希釈し 3 時間培養した。その細胞を 1×107 cells/ml になるよう調節し-factor
の最終の濃度が 100 ng/ml となるように加え 3 時間同調させた。同調を解除す
る時は 900 ul の培地で 3 回洗浄し同調を解除した。  
 
6-2 HU による同調 
 
目的の株を 25℃で 1 日培養した。その後細胞が log phase になるように細胞を
希釈し 3 時間培養した。その細胞を 1×107 cells/ml になるよう調節し HU の最
終の濃度が 100 mM となるように加え 3 時間同調させた。同調を解除する時は
900 ul の培地で 3 回洗浄し同調を解除した。  
 
第 7 節 FACScan  
 
回収したサンプルを 70％エタノールで 1 時間以上、4℃に放置した後集菌し、
それを 50 mM sodium citrate (Wako) (pH7.4) にて 1 回洗浄した。その後 0.3 
mg/ml の RNaseA (Sigma) を 400 ul 加え、37℃で 1 時間加温した。Pyropidium 
iodide (PI) Sodium citrate 溶液を終濃度 8 ug/ml となるように加えてアルミホ
イルで遮光し、室温で 30 分間放置した。そして、そのサンプルをナイロンメッ
シュに通し、FACScan (BECTON DICKINSON) で細胞の蛍光強度を測定した。 
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第 8 節 Western blotting 法  
 
8-1 タンパク質抽出  
 
1-2×107細胞を精製水で洗浄後、精製水 100 ul、0.2 M NaOH 100 ul を加えて
室温で 5 分間静置することにより、細胞壁を粉砕した。この反応液を遠心し、
上清を取り除き、50 ul の 1×Sample buffer を加えてタンパク質溶液とした 
(Kushnirov VV 2000) 。 
 
8-2 SDS-PAGE  
 
目的のタンパク質の大きさに応じて、Running gel (6-15% acryl amide、350 mM 
Tris-HCl pH8.8、0.1% SDS、0.1% ammonium persulfate (APS))を調製した後、
最終濃度が 0.01%となるように N’, N’, N’, N’,-tetramethylethylenediamine 
(TEMED) を加え、速やかにゲル版に流し込んだ。Running gel が固化した後、
同様にして Stacking gel (4% acryl amide、130 mM Tris-HCl pH6.8、0.1% SDS、
0.1% APS) を Running gel の上に重層し、コームを差して固化させた。  
8-1 で得られたタンパク抽出液を 100℃で 5 分加熱後、十分にボルテックスし、
Runnning buffer (25 mM Tris、1.44% Glycine、0.1% SDS) を満たした電気泳
動装置 (BioRad) にアプライした。ゲル版一枚あたり 25 mA の定電流で泳動を
行った。  
 
8-3 Western blotting  
 
SDS-PAGE によりタンパク質を分離した後、Wet 式 blotting 装置を用いて 30V
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で一晩かけて Hybond P membrane (Amersham Bioscience) 上に移した
（Blotting buffer-20% methanol、25 mM Tris、1.44% Glycine、0.1% SDS）。
その後、membrane を Blocking buffer (1%milk、0.05% Tween-PBS) に浸し、
室温で 1 時間インキュベートした。0.05% Tween-PBS でよく洗浄した後、一次
抗体溶液に浸し、室温で 1 時間インキュベートした。0.05% Tween-PBS でよく
洗浄した後、HRP 標識二次抗体溶液 (Anti mouse IgG HRP-linked antibody 
(Cell Signaling Technology), ×2000) に浸し、室温で 1 時間インキュベートし
た。0.05% Tween-PBSでよく洗浄した後、PBSで洗浄した。発色にはECLTMKit
を用いてマニュアルに従い Medical Film (Konica) で検出した。 
 
第 9 節 ChIP (chromatin immunoprecipitation) 
 
各株をYPAD培養液10 mL中に、25℃終夜浸透培養した後、YPAD培養液30 mL
に培養液濃度を 1×108 cells/mL となるように調節した。25℃で 2 時間振盪培
養した後に、最終濃度 1%となるように 37%ホルムアルデヒドを添加し、15 分
間室温でクロスリンクした。その後、最終濃度 125 mM となるようにグリシン
を添加し、5 分間室温で反応させた。遠心して pellet にした細胞を TBS buffer(20 
mM Tris-HCl (pH7.6), 150 mM NaCl)で2回洗浄後、液体窒素で凍結保存した。 
凍結保存したサンプルに対して、140 uL の Lysis buffer 140 (0.1% 
Na-deoxycholate, 1 mM EDTA, 50 mM HEPES-KOH(pH7.5)), 140 mM NaCl, 
1%(v/v) Triton X-100)と 10 ul の 50×complete(proteinase inhibitor)を添加し
た後、グラスビーズで 4℃にて約 3 時間 vortex し、細胞を粉砕した(粉砕は顕微
鏡にて確認)。350 ul の Lysis 140 と 10 uL の 50×complete を添加した後、チ
ューブの底に注射針を用いて穴を開け、遠心で細胞抽出液を回収した。その懸
濁液を1.5 mLのチューブに移し、超音波によりDNAを断片化した。14,000rpm, 
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4℃で 20 分間遠心した後、上清 400 uL を免疫沈降に用い、20 uL を input に、
20 uL を DNA の断片化の確認用に用いた。input の 20 uL に、80 uL の Lysis 
buffer 140 と TE/1% SDS 溶液を添加し、合計 500 ul とした(input)。 
5 ul の 0.2 mg/mL 抗 Myc モノクローナル抗体(9E10)(Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.)と Dynabeads protein G (invitrogen)を 4℃で 3 時間反応さ
せた後、上記で調整したDNA断片化した細胞抽出液の上清 400 ulを添加し、4℃
で 4 時間反応させた。その後、Lysis buffer 140 で 2 回、Lysis buffer 500(0.1% 
Na-deoxycholate, 1 mM EDTA, 50 mM HEPES-KOH(pH7.5)), 500 mM NaCl, 
1(v/v) Triton X-100)で 1 回、LiCl/detergent buffer (0.5% Na-deoxycholate, 1 
mM EDTA, 250 mM LiCl, 0.5%(v/v) Nonidet P-40, 10 mM Tris-HCl(pH8.0))
で 2 回、TE buffer で 1 回、beads を洗浄した。100 ul の Elution buffer(10mM 
EDTA, 1% SDS, 50 mM Tris-HCl(pH8.0))を添加し、65℃で 15 分間インキュベ
ートし、その溶出液を回収した。さらに 150 uL の TE/0.67% SDS 溶液を添加
し、65℃で 5 分間インキュベートし、その溶出液を回収し、合計 250 uL とした。 
input と IP、DNA 断片化確認用の溶液にそれぞれに対し、65℃で一晩
ProteinaseK 処理を行った。フェノール:クロロホルム抽出を 2 回行った後、エ
タノール沈澱により、DNA を pellet にしたものに対し、50 uL の精製滅菌水を
添加し、溶解した。この DNA を鋳型として PCR を行い解析した。解析には、
Real Time PCR(Takara)を用いた。 
 
第 10 節 組換えタンパク質の精製  
 
作製した発現用プラスミドを BL21-codonPlus (DE3) -RIL に形質転換し、LB{ + 
ampicillin (75ug/mL), + chloramphenicol (50 ug/mL) } 液体培地 6 mL に殖菌
し、37℃で一晩振盪培養した。これを全量 50 mL になるように希釈し、37℃で
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1 時間振盪し、さらに全量 500 mL になるように希釈したあと、再び 37℃で振
盪した。OD600が 0.5~1.0 の間で終濃度 0.1 mM の IPTG を添加し 25℃で 8 時
間振盪した。この菌液を 5,000 xg, 5 min, 4℃で遠心し、大腸菌を回収した。大
腸菌 pelletに 10 mL の Lysis buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM KCl, 5 
mM DTT, 0.1% NP-40, 10% Glycerol, 0.25 mM PMSF)を加え超音波破砕した。
12,000 xg, 10min, 4℃で遠心し、上清に 1.5 mL (bed volume) の Glutathione 
sepharose 4B (Amersham Bioscience) を加えて 4℃で 60 分間ゆっくりと回転
させた。60 分後、溶液をカラムに移し resin を充填した。resin を 40 mL の Lysis 
buffer で洗浄し、5 mL の Elution buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM 
KCl, 5 mM DTT, 0.1% NP-40, 10% Glycerol, 0.25 mM PMSF, 10 mM 
glutathione(Wako))を用いて 15 の fraction に分けて溶出した。その後、目的の
タンパク質が含まれていた fraction を 1 L の Dialysis buffer (20 mM Tris-HCl 
(pH 8.0), 300 mM KCl, 1 mM DTT, 0.1% Nonidet P-40, 1% Glycerol) で一晩透
析した。 
 
第 11 節 Pull down assay 
 
精製した組換えタンパク質を 800 uL の binding buffer (20 mM Tris-HCl (pH 
8.0), 300 mM KCl, 10% glycerol, 5 mM DTT, 0.25 mM PMSF, 0.1% Nonidet 
P-40) 中で混合させ、20 uL (bed volume) の resin を加え 4℃で 60 分間ゆっく
りと回転させた。60 分後、遠心して上清を除き、800 uL の binding buffer で 5
回洗浄した。上清を除き、20 uL の 2 x sample buffer を加え、サンプルとした。
その後、SDS-PAGE を行い、western blotting 法により各タンパク質を検出し
た。 
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第 12 節 Gel shift assay 
 
精製した Histone H3/H4 および H2A/H2B を一本鎖 DNA (M13ssDNA)、二本
鎖 DNA とともに binding buffer (50 mM Tris-HCl (pH8.0), 150 mM KCl, 10% 
Glycerol, 0.5 mM PMSF, 0.5 mM DTT)内で混合し、37℃で一時間インキュベー
トした。その後、サンプルをそのまま 0.8%アガロースゲルを用いて電気泳動し
た。染色にはサイバーゴールドを用いた。 
 
第 13 節 Supercoiling assay 
 
ヒストンシャペロン活性を検定する精製タンパク質とヒストン八量体を
Assembly buffer (10 mM Tris-HCl (pH.7.5), 0.5 mM DTT, 100 mM NaCl) 中
で混合し (total) 25 ul)、30 分間氷上に置いた。その後、10 分間 37℃で反応さ
せた TOPOⅠ/pBleuscript mix (0.1 ug pBleuscript, 2.5 ug BSA, 2.5 U 
TopoisomeraseⅠ(promega), 10 mM Tris-HCl (pH7.5), 3.5 mM MgCl2, 0.5 mM 
DTT, 100 mM NaCl) 25 ul を加え 37℃で 1 時間反応させた。その後、Stop buffer  
(20 mM EDTA (pH8.0), 1% SDS, 200 ug/ml Protease K (Roche)) 50 ul を加え
37℃、30 分で反応を止めた。Phenol/Chloroform 1:1 reagent 100 ul 加え、
vortex した。25℃に設定した遠心機で 15000 rpm, 5 min 遠心した。新しいチ
ューブに EtOH/NaOAc premix (EtOH 250 ul, 3 M NaOAc 10 ul) 260 ul 分注し
ておき、遠心後の上清を移した。数回転倒混和し-80℃に 30 分間静置した。15000 
rpm, 10 min, 4℃で遠心し、上清を捨て、さらに 70% EtOH 300 ul で洗った 
(15000 rpm, 5 min, 4℃)。上清の破棄後、引圧条件下で air dry を行い、loading 
dye premix 12 ul に溶解した。できたサンプルを 1%アガロースを用いて、低温
室で (4℃)、50 V, 3 hr 電気泳動した。染色には EtBr を用いた。 
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